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論文内容の要旨
マメ科植物と根粒菌は、根粒を形成し共生窒素固定を行う。共生に至る過程は、宿主植物や
根粒菌双方の因子が関与し、その初期過程に重要な作用として、宿主植物のフラボノイドと根
粒菌のNodファクターを介した相互作用が知られている。しかし、有効な共生成立には、それ
以降の過程における相互作用も必要とされる。マメ科のモデル植物であるミヤコグサ　上oJ〝∫
ノ呼0〝血∫は、多くの研究者の取り組みによって、共生過程に重要な遺伝子がいくつも同定され
ている。一方、その共生相手であるミヤコグサ根粒菌〟e∫Or鋸zo鋸〟椚　OJf MAFF303099は、仝
ゲノム塩基配列が解読終了したものの、Nodファクター合成や窒素固定に関る遺伝子以外での
共生必須遺伝子の知見はほとんどない。そこで本研究では、新たに共生窒素固定能欠損（Fix●）
変異株を取得することで、上記以外の共生過程に必須な役割を果たす新規の遺伝子を同定し、
その機能を解明することが求められる。
細胞表層は、宿主植物との直接的な接触やシグナル物質の交換などに重要な役割を果たす
相互作用の場として重要であることから、新規Fix‾変異株のスクリーニングにあたり、細胞表
層に存在するタンパク質をコードする遺伝子にターゲットをしぼることは有効である。トラン
スポゾンT叩ゐodは、ゲノム上の分泌因子や表層タンパク質をコードする遺伝子に挿入された
場合のみ、ク如月がコードするアルカリフオスフアターゼ活性を生じる（Pho＋）ので、これを用
いた変異株誘発によって細胞表層タンパク質をコードする遺伝子の変異株を集積可能である。
そこで本研究は、T叩血涙を用いて〟わJfからPho＋変異株を集積し、更にその中からFix‾を示
すものを選抜することによって、宿主との相互作用解明の鍵となる新規のFix‾変異株を取得し
その解析を行うことを目的とした。
1）新規のFix‾変異株のスクリーニング
MlotiMLOOl株（MAFF303099株のSmr誘導体）のゲノム上に、TqphoAをランダムに挿入
することによって得られる多数の変異株集団の中から、Pho＋変異株を収集・保存し、次に各々
を無窒素培地を用いたミヤコグサへの接種試験に供した。その結果、699株のPho＋変異株から、
ミヤコグサの生育が根粒菌無接種の場合と同程度の変異株を6株見出し、Fix‾変異株と判断し
た。これらの株について、T叩ろodの挿入位置を同定すると共に、その挿入変異がFix‾の原因
であることを相補試験により検討した。その結果、MYa58株と　MYa282株では、ABC型リン
酸トランスポーターのサブユニットをコードするpgJ∫との相同性がある椚773723に、MYa179
株は、機能不明の遺伝子椚JJdJjβ（本研究成果からC甲と命名）に、MYa256株では、呼吸鎖電
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子伝達体の構成要素であるRieskeiron－Sulfurタンパク質をコードするjbcFとの相同性がある
椚772707にそれぞれ生じた挿入変異がFix‾の原因であることが確認された○
2）MYa58（psts：：TpphoA）株の解析
大腸菌等多くのグラム陰性細菌では、無機リン酸（Pi）に対し、高親和性のABC型トラン
スポーターPstSCABと低親和性のトランスポーターPitが取り込みを行っていること知られ
ている。しかし、アルファルファ根粒菌∫・me′肋flO21株では、異なる高親和性のABC型ト
ランスポーターであるPhoCDETが機能し、AphoC変異株は、アルファルファとの間でFix‾と
なる。ミヤコグサ根粒菌は、PhoCDETのホモログ遺伝子も保有することから、PstSCABとの
機能分担に興味がもたれた。
唯－－J）ン源として0．1mMPi、10mMPi、または10mMグ1）セロールリン酸（GP）を加え
たMOPS最小培地でMLOOl株とMYa58株を生育させた010mMGPを添加した培地では、両
者に生育の違いはみられなかった0一方で、0・1または10mMPiを添加したMOPS最小培地で
は、MYa58株の生育の遅れが観察された0次に、即′∫：：タカodの融合遺伝子を用いたク∫′∫の発現
解析より、MPYa58株（psts・）では、PStSが低1）ン酸条件下で発現誘導された0一方、MYa58
（ク∫Jg－）株のpg′∫の発現は、低・高Pi条件下共にMPYa58株（pg′∫＋）よりも高く保たれてい
た。このことから、Pstトランスポーターの機能欠損は、押ぶの発現を上昇させることがわか
押∫変異株の共生表現型について観察を行ったoMLOOl株をミヤコグサに接種すると、赤い
根粒が形成されるのに対し、MYa58株では、白色で小さな根粒が形成された0次に、根粒内部
の観察を行った結果、MYa58株接種後1週間目では、野生株接種時と同程度に少数のバクテロ
ィド（細胞内共生状態の根粒菌）の存在が観察されたが、2ないし4週間目の根粒内部では、
バクテロイドの存在が極端に少ない状態が観察された。一方、比較のために作製したタカoC上）Er
変異株（YML1001株）では、MLOOl株と同程度の共生能が観察された。次に、宿主植物を近
縁種のL burttiiに替えたところ、MYa58株では、MLOOl株接種時に比べて感染細胞数は少な
いものの、感染細胞内でのバクテロイドの増殖はMLOOl株接種時と同程度であり、植物の生
育は野生株接種時と無接種時の中間的なレベルであることが観察された0これらの結果から、
pgJg変異株の共生成立過程がブロックされる時期は、1）宿主植物の細胞内に根粒菌が取り込
まれる段階、及び2）宿主細胞内でのバクテロイドの増殖の段階、の二点あり、特に2）につい
ては、宿主依存的な現象であると考えられる0また、エ・ノ叩0乃血∫一肱わ〟の共生系では、
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ph。CDETが必須ではないことが明らかとなった。
3）MYa179（C甲：：T叩ゐod）株の解析
岬がコードする617アミノ酸残基からなる64・1kDのタンパク質は、N末端（卜31アミノ
酸）にシグナルペプチドがあると予測された。一万、32番目以降C末端までに膜貫通ドメイン
は検出されなかった。これらのことから、Cepは、ペリプラズム内に局在することが予想され
た。また、Cepの詳細なBLASTP検索から、Rhizobiaceae科の他細菌種で、機能は不明である
が相同性のあるタンパク質をコードする遺伝子が周辺領域のシンテニーを伴って検索された。
叩変異株をミヤコグサに接種すると、根粒は見られず小さな隆起のみが形成され、感染糸
が形成されないことを観察した。すなわち、根粒形成初期で停止する表現型であることが判明
した。この結果は、改めて作製したC甲欠失変異株（YMLlOll株）でも再現された。次にこの
Fix一表現型が抑圧された共生能擬似復帰変異株のスクリーニングを行った0その結果、共生窒
素固定能が野生株と同程度に回復するSRM9株とSRMll株や共生能が一部回復するSRMlO株
とSRM12株の4株分離することに成功した。
cqへの挿入変異によって生じるFix－の原因を追求する目的で、MYa179株とMLOOl株の間
で細胞表層多糖の比較分析を行った。その結果、MYa179株では、グルカン合成に異常を来し
ていることが明らかとなった。MYa179株は、グルカン全体量がMLOOl株の54％まで減少して
おり、特に、中性グルカンに比べて酸性グルカンの割合が著しく減少していた0同時に、肱わJg
のペリプラズムグルカンの構造を決定するため、中性グルカンと酸性グルカンをそれぞれ
NMR分析に供した。その結果、既知の朗fzoゐ加gαe細菌の場合と同様に、グルコース残基が
全てβ－1，2結合した環状構造を有し、酸性グルカンには、更にphosphoglycerol基とsuccinyl基
がグルコースのC－6位に結合していることが明らかとなった○以上のことから、C甲変異株の
Fix・は、サイクリックグルカン合成量の低下、もしくは、そのうちの酸性グルカンの消失が原
因であることが考えられた。これを示唆する結果として、既知のサイクリックグルカン合成能
欠損変異株で見られる運動性の低下などが、MYa179株やYMLlOll株でも同様に観察されたo
sRM9株では、サイクリックグルカン合成能や運動性がMLOOl株と同程度に回復していた。
次にグルカン総量や酸性グルカンの変化が共生能に及ぼす影響を明らかにするため、サイク
リックグルカン合成への関与が予測された遺伝子を相加のゲノム仝塩基配列から抽出し、こ
れらの欠失変異株を作製した。各欠失変異株についてサイクリックグルカン合成能を調べたと
ころ、グルカン骨格合成にはNdvB（M118325）やNdvA（Ml18326）が関与し、Phosphglycerol基転
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移にはCgmA（Ml17848）、SuCCinyl基転移にはOpgC（Mlr8375）が関与していることが明らかとな
った。さらに、叩gCcg椚d二重変異株では、酸性グルカンが完全に消失することを確認された。
そこでそれぞれの変異株を用いて、ミヤコグサへの接種試験を行った0その結果、乃dvβ変異
株は叩変異株と同様のFix・表現型を示したのに対し、叩gCcg椚d二重変異株は、Fix＋である
ことを確認した。以上より、叩変異によるFix－の原因は、サイクリックグルカンの酸性画分
消失ではなく、むしろグルカン総量の低下であることが示された0
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論文審査唐異の要旨
根粒菌・マメ科植物の窒素固定共生系の成立に重要な板粒菌側の分子機構として臥例えば
共生成立過程の最終段階たる窒素国定装置の合成や、初期相互作用に重要なシグナル分子Nod
ファクターの生合成などがよく研究されている勺が、共生成立過程の中間的な段階に働く分子
機構については依然不明な点が多い。川原田泰之氏は、特にそのような段階にかかわる根粒菌
側の遺伝的基盤の理解を深めることを目的に以下の研究を行なった。
本研究の材料として、マメ科植物の分子遺伝学のモデルたるミヤコグサム頭揖励皿加古の
共生相手脆S。油虫虚血jofiが採用された。この細菌はゲノム全塩基配列の解読以降の研究
実寮が少なく、その推進が急務であった．トランスポゾンTnpム血を用いたランダムな挿入変異
誘発によって、pgfg（無機リン酸伊DトランスポーターPBtのサブユニット）、叩く本研究
により命名。機能未知）、乃♂（リスケ鉄・イオクタンバク質）それぞれの此抽ゴ変異株が得
られ、新規共生窒素固定必須遺伝子としての証明に至った。
慮．払出の共生におけるPstの必須性は、他の研究者によって先行する封∫王融Jgo揖皿
脈打如才（アルファルファ根粒菌）の主要Piトランスポーター馳0の研究結果との対比で興味
深い。すなわち、一般に根粒菌の共生における主要なPi取り込みが、独自のPhoシステムに担
われているのか、それともグラム陰性・陽性両細菌間で広く見られるPstシステムに担われて
おり、見離止血ゴが例外であるのか、という問題が浮かび上がった。本研究で臥此如才の
共生・培養両条件においてPstが主要Piトランスポーターとして機能することを示し、更に・
その重要度が宿主植物の種類によって異なるという興味深い現象を見出すに至った。
機能未知が故に岬の役割解明には困難が予想されたが、本研究の結果、岬遺伝子産物は
環状β－1，2グルカンの細胞内含有量への影響を介して共生に必須の役割を果たしている‘ことが
判明した。この成果は、新規の共生必須遺伝子の同定としての意義に加え、グラム陰性細菌ペ
リプラズムに普遍的に存在するグルカンの新規制御因子の存在を示唆するものである。更に本
研究は、厳加古iのグルカンの生合成遺伝子群の解析へと展開し、その生合成・輸送および置
換基転移の各段階にかかわる酵素の遺伝子の同定と、ミヤコグサー此抽jモデル共生系にお
ける各遺伝子の必須性の有無の解明に至った。
以上本研究の成果は、論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学級
を有することを示している。したがって、川原田泰之氏提出の論文を、博士（生命科学）の博
士論文として合格と静める。
一115－
